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Bioaktivne spojine iz rastlinskih izvlečkov lahko predstavljajo vir varnih, učinkovitih in okolju 
prijaznih protimikrobnih sredstev. Tradicionalno so izvlečke uporabljali za izboljšanje okusa in 
kot konzervirna sredstva za preprečevanje kvarjenja hrane. Mnogim takim rastlinskim spojinam 
so kasneje karakterizirali protimikrobno učinkovitost. Redko pa je opisan razvoj odpornosti na 
protimikrobne rastlinske izvlečke, verjetno zaradi mnogih mehanizmov delovanja teh spojin, s 
katerimi preprečijo razvoj rezistentnih mikrobov. Zaradi njihove netoksičnosti, nizke cene in 
protimikrobnih lastnosti številne spojine rastlinskih izvlečkov uporabljamo v krmnih dodatkih 
za živino, v dezinfekcijskih sredstvih v živilski industriji, antiseptikih v veterinarski medicini 
in tudi kot vir novih zdravil (Upadhyay in sod., 2016). 
Zanimanje za fenolne spojine s protimikrobnimi lastnostmi je vse večje zaradi iskanja novih 
naravnih in obnovljivih virov. Fenolne spojine so odgovorne za antioksidativno in 
protimikrobno funkcijo v rastlini, prav tako pa delujejo kot konzervansi. Zaradi teh značilnosti 
so lahko zelo pomembne pri ohranjanju kakovosti hrane. Še večji pomen pa ima karakterizacija 
in uporaba fenolnih spojin iz industrijskih stranskih proizvodov in odpadkov, med katere se 
uvršča tudi bučna pogača, ki nastaja pri pridobivanju bučnega olja (Krimer-Malešević in sod., 
2016).  
Rastlina navadni štrkavec (Ecballium elaterium) sodi v isto družino rastlin kot navadna buča in 
prav tako vsebuje fenole, tanine in flavonoide, ki pripomorejo k protimikrobni učinkovitosti 
(Felhi in sod., 2017b). Obema rastlinama pa so skupni tudi kukurbitacini. So skupina 
tetracikličnih triterpenoidov, ki izhajajo iz skeleta kukurbitana. Odgovorni so za grenak okus 
rastlin, ki jih vsebujejo in so verjetno proizvedeni za zaščito pred škodljivci. Farmakološko so 
te molekule znane po antitumorski, protivnetni, antioksidativni in protimikrobni učinkovitosti 
(Bourebaba in sod., 2018).   
Zaradi vse večjega pojavljanja odpornosti mikroorganizmov na antibiotike je uporaba spojin 
rastlinskih izvlečkov vse bolj zanimiva. Zaradi protimikrobne aktivnosti nekaterih sestavin 
rastlinskih izvlečkov se pojavlja vprašanje, ali lahko z njihovo uporabo v prehranski industriji 
preprečimo odpornost mikroorganizmov na antibiotike, zaviramo rast mikroorganizmov ter 
tako podaljšamo obstojnost živil.  
1.1 CILJI NALOGE 
V diplomski nalogi smo želeli ovrednotiti inhibicijo rasti izbranih mikroorganizmov zaradi 
protimikrobne učinkovitosti etanolnega izvlečka posušenih in zmletih plodov navadnega 
štrkavca (E. elaterium) in etanolnega izvlečka posušene in zmlete bučne pogače, ki ostaja po 
stiskanju bučnega olja pridobljenega iz semen navadne (oljne) buče (C. pepo). Določali smo 
minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) pripravljenih izvlečkov obeh rastlinskih materialov 
pri izbranih po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterijah z mikrodilucijsko metodo. 
Prav tako smo določali MIK pri dveh izbranih mikotoksigenih sevih plesni Aspergillus flavus 
in Aspergillus niger z mikrodilucijsko metodo.  
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
H1: Etanolni izvleček plodov rastline E. elaterium zavira rast po Gramu pozitivnih in po Gramu 
negativnih bakterij ter mikotoksigenih plesni. 
H2: Etanolni izvleček posušene in zmlete bučne pogače kot preostanek po stiskanju bučnega 
olja iz semen navadne buče zavira rast po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij 
ter mikotoksigenih plesni. 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 RASTLINI E. elaterium IN C. pepo 
2.1.1 Sistematika in botanični opis 
Rastlina z latinskim imenom E. elaterium spada v družino Cucurbitaceae. Rastlina je zelo 
pogosta v južni Evropi, še posebej v Mediteranu in deželah, ki obkrožajo Črno morje. Je trajna 
gomoljnica s tradicionalno poznanim zdravilnim učinkom. Steblo rastline lahko zraste do višine 
15–60 cm, medtem ko so listi mesnato vrvasti do trikotni ter dolžine 4–10 cm. Cvetovi so 
enospolni, pri tem imajo moški cvetovi rumeno barvo. Plod je zelen z dlačicami in ovalne oblike 
(4–5 x 2,5 cm). Ko plod zori, spremeni barvo iz zelene v rumeno-zeleno ter pri tem močno 
odvrže seme. Semena so ovalne oblike, rjave barve ter velikosti 4–5 cm (Attard, 2011). Rastlino 
E. elaterium poznamo pod slovenskim imenom navadni štrkavec (Botanični vrt, 2019), v 
angleškem jeziku pa jo imenujemo »squirting cucumber« (Attard, 2011).  
 
Slika 1: Prikaz sestavnih delov rastline E. elaterium in njenih plodov (Bizid in sod., 2015) 
Za vse dele rastline razen plodov se v literaturi omenja vsebnost toksičnih sestavin. Prav tako 
pa je bilo objavljenih tudi nekaj toksičnih in alergičnih reakcij ob uporabi nerazredčenega soka 
plodu navadnega štrkavca. Kukurbitacini in izvlečki, ki jih vsebujejo, se obravnavajo kot 
toksični, pri tem pa je stopnja toksičnosti odvisna od dela rastline, vrste izvlečka in nadomestka, 
s katerim ekstrakt uporabljamo. Izpostavljenost protivnetnemu soku medicinske rastline E. 
elaterium v nerazredčeni obliki pogosto vodi v vnetno reakcijo na sluznicah, za kar naj bi bil 
odgovoren kukurbitacin B (Adwan in sod., 2011). 
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Navadna buča (Cucurbita pepo) prav tako spada v družino Cucurbitaceae. Rastlina je široko 
razširjena po Ameriki, Evropi, Aziji in Afriki. Uporabljamo jo v prehrani in tradicionalni 
medicini. Je kompaktna ali pol-grmičasta letna plazeča rastlina. Ima široke ovalne ali trikotne 
liste z ali brez pik. Vitice imajo 3–6 razvejitev in so nerazvite, cvet ima 5 venčnih listov. Plod 
je variabilen v velikosti in obliki z rigidnim olupkom in barvo od svetlo do temo zelene, lahko 
ima svetlejše pike ali pa je dvobarven. Notranjost plodu pa je krem, rumene do bledo oranžne 
barve ter je lahko mehka in ni grenkega okusa, ali pa je trda in grenka. Buča ima veliko semen, 
ki so eliptične oblike in rahlo sploščena. Semena so temno zelena, saj vsebujejo protoklorofil 
in so lahko ovita v belo-rumen ovoj (Krimer-Malešević in sod., 2011). Bučna semena imajo 
visoko hranilno vrednost, zagotovijo pridobivanje olja dobre kakovosti in so odličen vir 
beljakovin (Abd El-Aziz in Abd El-Kalek, 2011). Navadna buča pa je tudi ena izmed najbolj 
raznolikih rastlinskih vrst, saj se fenotipska raznolikost kaže v velikosti, obarvanosti in obliki 
plodov, v barvi, kakovosti in debelini pulpe, prav tako pa tudi v številu in velikosti semen 
(Darrudi in sod., 2018). 
 
Slika 2: Prikaz raznolikosti plodov in semen rastline C. pepo (Darrudi in sod., 2018) 
 
Slika 3: Posušena in mleta bučna pogača 
Bučna semena imajo antidiabetično, protiglivno, protibakterijsko in protivnetno učinkovitost.  
Ceni semen in prevoza semen sta nizki (Abd El-Aziz in Abd El-Kalek, 2011). Pri postopku 
pridelave bučnega olja semena hladno stiskajo, pri čemer nastaja bučna pogača, ki predstavlja 
suhi stranski produkt stiskanja semen in jo trenutno uporabljajo le za živalsko krmo in kot 
gnojilo (Peričin in sod., 2009). 
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Zunanji del semen vsebuje višje koncentracije fenolov v primerjavi z notranjimi deli. Zaradi 
tega ima bučna pogača po stiskanju bučnega olja višje koncentracije fenolnih kislin, ki se bolje 
ekstrahirajo kot pa iz celih semen (Krimer-Malešević in sod., 2016). Semena vsebujejo od 32 
do 40 % beljakovin, njihov delež pa se po stiskanju v pogači še poveča na 70 % suhe snovi. 
Aminokisline v pogači so dobro dostopne. Med maščobnimi kislinami sta prevladujoči oleinska 
in linolna kislina, ki predstavljata 80 % vseh maščobnih kislin (Zdunczyk in sod., 1999). 
Semena vsebujejo 80 % nenasičenih maščobnih kislin, sterole in molekule skvalena. Skvalen 
je triterpen in prekurzor steroidnih hormonov, holesterola in vitamina D v človeškem telesu 
(Gutierrez, 2016). 
Preglednica 1: Kemijska sestava posušene bučne pogače (Tovarna Gea, 2016) 
Kemijska sestava g/kg 
Suha snov 953 
Vlaga 47 
Surove beljakovine 603 
Surova vlaknina 27 
Surovi pepel 95 
Surova olja in maščobe 127 
 
Bučno pogačo lahko uporabimo kot nadomestek moke v pekovskih izdelkih. Če 5 % moke v 
kruhu nadomestimo z bučno pogačo, povečamo vsebnost prehranske vlaknine, tak kruh pa ima 
tudi dobre senzorične ocene. Pri sladkih pekovskih izdelkih lahko 33 % moke nadomestimo z 
bučno pogačo ter tako izboljšamo prehransko vrednost, kar je zelo pomembno v državah, kjer 
pomanjkanje hranil predstavlja velik problem. Trenutno v prehranske namene bučno pogačo 
uporablja le malo držav, med njimi je poleg Madžarske, Srbije in Avstrije tudi Slovenija (Patel 
in Rauf, 2017). 
2.2 PROTIMIKROBNA UČINKOVITOST 
Protimikrobno sredstvo je vsaka spojina, ki uniči ali zavira rast mikroorganizmov. Ta sredstva 
so lahko naravna ali kemijsko pridobljena (Butaye in sod., 2015). Bakterijska odpornost na 
protimikrobna sredstva je odziv organizma na prisotnost selektivnega pritiska protimikrobnega 
sredstva. Odpornost se lahko pokaže na različne načine, ki so kodirani v genih bakterije na 
kromosomski DNK ali plazmidni DNK. Sprožijo se s pomočjo mutacije, te se pa naprej širijo s 
pomočjo delitev celice. Drugi način prenosa mutacije je s pomočjo prenosa gena z 
bakteriofagom, plazmidom ali s celičnim sprejetjem DNK druge lizirane celice (Shea, 2003). Z 
uporabo rastlinskih izvlečkov lahko preprečimo oz. zmanjšamo odpornost mikroorganizma z 
blokiranjem pretočnih črpalk ali z drugimi mehanizmi. Inhibitorje pretočnih črpalk naravnega 
izvora lahko uporabljamo skupaj z antibiotiki in tako zmanjšamo stopnjo odpornosti bakterij na 
zdravilo, preprečimo pridobljeno odpornost ali zmanjšamo pogostost pojavljanja odpornih 
patogenov (Adwan in sod., 2011).  
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Razni deli rastlin (plod, semena, steblo, listi) iz družine Cucurbitaceae so zaradi okusa in 
prehranske vrednosti že dlje časa dobro poznani v vsakdanji prehrani ter zaradi bioaktivnih 
snovi v alternativni medicini. Odlikuje jih visoka vsebnost primarnih in sekundarnih 
metabolitov, in sicer glukoze, fruktoze, esencialnih aminokislin, vitaminov, vodotopnih 
polisaharidov, vlaknin, flavonoidov, terpenov in mineralov. Poleg raznolikih kemijskih sestavin 
pa družina vsebuje tudi kukurbitacine. To so strukturno zelo raznoliki triterpenoidi z vezanimi 
različnimi kisikovimi funkcionalnimi skupinami (Chanda in sod., 2019). Terpenoidi 
predstavljajo spojine z ogljikovim ogrodjem iz šestih izoprenih enot, ki so biosintetizirane iz 
necikličnega ogljikovodika skvalena (Ludwiczuk in sod., 2017). Kukurbitacini so razdeljeni v 
dvanajst kategorij glede na njihove stranske verige in karakteristike njihovih struktur 
(Alghasham, 2013; Kim in sod., 2014), in sicer kukurbitacini od A do T. V rastlinah se pogosto 
nahajajo kot glikozidi. Imajo potencialno citotoksično učinkovitost zaradi hidrofobnega 
ogljikovega ogrodja iz izoprenih enot in so zato v ospredju raziskav za odkritje zdravila proti 
raku. Kukurbitacina E in I imata med prvima dvema ogljikoma v ogrodju dvojno vez, kar poviša 
hidrofobnost in citotoksičnost molekule. Najbolj razširjen je kukurbitacin E, ki naj bi imel 
protivnetno, imunomodulatorno, citotoksično, citostatično in hepatoprotektivno učinkovitost, 
tako v in vitro kot v in vivo modelih. Čeprav ima veliko pozitivnih lastnosti, je uporaba 
nezaželena zaradi zelo grenkega in neprijetnega okusa, strokovnjaki pa pri poskusih na živalih 
zaznavajo tudi toksičnost (Alghasham, 2013; Chanda in sod., 2019).  
Rastline iz družine Cucurbitaceae že vrsto let predstavljajo predmet raziskav zaradi vsebnosti 
določenih proteinov, ki imajo protibakterijsko, protivirusno, protitumorno, antidiabetično in 
protiglivno učinkovitost. V zadnjih letih so izolirali proteine, ki delujejo kot obrambni sistem v 
rastlini proti patogenom. Rastlina v primeru infekcije s patogenom, izpostavljenosti nekaterim 
kemikalijam in poškodbam sproži odziv, ki prepreči širjenje okužbe. Prav tako na rastlino 
negativno vplivajo zunanji pogoji, med katere sodi UV sevanje. Rastlinske celice se odzovejo 
z aktivacijo proteinov, ki s pomočjo difuzije potujejo do patogena in okoli njega uničijo nekaj 
rastlinskih celic. Proteini v družini Cucurbitaceae imajo tudi protiglivno učinkovitost in močno 
vplivajo na plesen Fussarium oxysporum, ki povzroča številna obolenja na rastlinah. Proteini z 
vplivom na patogene so ključni za obrambo rastline in njeno protimikrobno učinkovitost. Z 
difuzijo potujejo do patogena in inhibirajo rast tako, da porušijo njegovo membrano in 
povzročijo razlitje vsebine celice. Rastlina vsebuje tudi proteine, ki patogenu inhibirajo 
ribosome in proteine podobne vinicilinu s funkcijo shranjevanja ter obrambe, pri čemer 
inhibirajo plesen (Rajasree in sod., 2016; Yadav in sod., 2013). Protimikrobni proteini naj bi 
pri ljudeh povzročali krče in trebušne bolečine; če jih zaužijemo prepogosto ali v velikih 
količinah so tudi smrtonosni. (Patel in Rauf, 2017). Skupaj s fenolnimi spojinami pa bi lahko 
imeli velik tržni in gospodarski pomen v agrikulturi, predvsem zaradi težnje po razvoju 
naravnih fungicidov (Yadav in sod., 2013).  
Prav fenolne spojine močno povezujemo s protimikrobno učinkovitostjo, saj reagirajo s 
komponentami celične membrane patogena, jo poškodujejo ter povzročijo izlitje genskega in 
proteinskega materiala iz celice v izvencelični prostor (Asif in sod., 2017). Polifenoli oz. 
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fenolne spojine so sekundarni metaboliti višjih rastlin in se nahajajo v vakuoli rastlinske celice. 
So antioksidanti z redoks potencialom, kar pomeni, da v celici delujejo kot reducenti, donatorji 
vodika in odstranjevalci singletnega kisika, prav tako pa so tudi kelatorji kovin. V prehranski 
industriji se uporabljajo kot konzervansi. V naravi so po navadi v obliki stabilnih estrov in redko 
kot glikozidi ali v prosti obliki, zato je za izolacijo in identifikacijo potrebna hidroliza (Proestos 
in sod., 2005). Protimikrobna učinkovitost rastlin je linearna vsebnosti fenolnih komponent. 
Vpliv vseh polifenolov, kot so fenolne kisline, flavonoidi in tanini, je pomemben pri obrambi 
rastline proti patogenom, insektom in rastlinojedcem. Pri tem pa rastlina vsebuje tudi manjše 
molekule, ki prav tako vplivajo na protimikrobno učinkovitost ter druge komponente npr. 
kukurbitacine, ki bi lahko delovali sinergistično s polifenoli. Bolj osvetljeni rastlinski deli, 
vsebujejo več polifenolov kot neosvetljeni deli, zaradi prilagoditve organov za okolje – kot 
obramba proti fotooksidaciji (Abassi in sod., 2014). 
Rastlina E. elaterium v soku plodov vsebuje kukurbitacine D, E in B. Manj pa se ve o drugih 
delih rastline, in sicer cvetovih, listih in semenih. Cvetovi in listi rastline vsebujejo več 
flavonoidov kot plod, zato imajo tudi višji antioksidativni potencial v primerjavi s plodom. 
Večinoma se študije osredotočajo le na prisotnost kukurbitacinov v izvlečku in ne tudi na druge 
komponente, kot so flavonoidi, ki imajo protivnetno in antioksidativno učinkovitost. Nasprotno 
pa se je pokazalo, da etanolni izvleček plodov vsebuje več vrst kukurbitacinov, cvet in listi pa 
le eno. Hkrati pa kukurbitacina E ne moremo ekstrahirati v etanol in etil acetat, medtem ko 
kukurbitacina B in I ne moremo ekstrahirati le v etil acetat. To pomeni, da je izbira topila za 
pridobivanje izvlečka zelo pomembna za nadaljnje raziskave. Na kemijsko sestavo rastline 
vpliva gnojenje, vlaga, sevanje, veter in temperatura, prav tako pa sta pomembna starost rastline 
in čas obiranja. Ključni so tudi topilo pri metodi ekstrakcije, sama narava komponent in del 
rastline, ki smo ga ekstrahirali. Topilo, ki ga uporabimo pri ekstrakciji močno vpliva na 
vsebnost ekstrahiranih flavonoidov, flavonolov, taninov in karotenoidov ter njihovih 
antioksidativnih učinkovitosti. Izvleček rastline Ecballium elaterium ima dobro antioksidativno 
učinkovitost zaradi skupnega delovanja kukurbitacinov in flavonoidov (Bourebaba in sod., 
2018). 
Plod rastline C. pepo vsebuje kukurbitacin E, in sicer 0,0663% (w/w) v vodnem ekstraktu 
(Chanda in sod., 2019). Že koncentracija 0,01 mg/ml kukurbitacina E v vodi povzroči zelo 
grenak okus. Zaznali so tudi nižjo vsebnost kukurbitacina C, ki lahko vpliva na sladek okus 
buče. Količina kukurbitacinov se zmanjšuje s časom skladiščenja plodu, zmanjševanje pa 
upočasnimo, če plod zamrznemo ali hranimo v hladilniku. S shranjevanjem pri nižji temperaturi 
zmanjšamo aktivnost encimov v plodu oz. jih inaktiviramo. Po 14 dneh skladiščenja na 
kakovost plodu vplivajo še mikroorganizmi, ki čez čas znižajo vsebnost kukurbitacina E tako, 
da zvišajo pH na 9 ali višje, kar poruši strukturo kukurbitacina (Tripathi in sod., 2016).  
Plod buče vsebuje tudi veliko fenolnih spojin, ki so lahko proste ali vezane. Proste spojine se v 
rastlini sprostijo z encimsko hidrolizo kot signal ali obrambna spojina pri odzivu na patogene. 
Nekatere fenolne spojine so vezane na celično steno rastlinske celice. V bučni pogači je 43,2 
% prostih fenolnih kislin in 51,8 % vezanih fenolnih kislin. Celična stena skupaj z vezanimi 
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fenolnimi snovmi se ne prebavlja v zgornjem prebavnem sistemu in doseže debelo črevo. Tu 
poteka prebava s pomočjo črevesne mikroflore, ki te vezane fitokemikalije sprosti in tako lahko 
delujejo lokalno ali pa se absorbirajo ter pozitivno vplivajo na zdravje (Peričin in sod., 2009).  
Na vsebnost fenolnih kislin v rastlinskem izvlečku vpliva izbira topila pri ekstrakciji, še posebej 
so na izbiro topila občutljive proste fenolne kisline. Pri bučni pogači dobljeni s stiskanjem celih 
bučnih semen ne moremo ekstrahirati večjih prostih kislin le z metanolom, temveč je pred 
ekstrakcijo potrebna alkalna hidroliza (Peričin in sod., 2009). Na sestavo fenolnih spojin v 
izvlečku semen vpliva vrsta topila. Pokazalo se je, da se v metanol ekstrahirajo tanini, v etanol 
pa ne, obratno pa velja za flavonoide, ki se ekstrahirajo v etanol in ne v metanol. Pri izvlečku 
bučnih semen več komponent ekstrahiramo s pomočjo etanola, v katerem so izvzeti le tanini, 
medtem ko pri metanolu tanine in saponine ekstrahiramo, flavonoidov, alkaloidov in steroidov 
pa ne (Chonoko in Rufai, 2011). Kljub mnogim pozitivnim učinkovinam pa buča vsebuje tudi 
nekaj sestavin, ki onemogočajo absorpcijo drugih snovi. Posušena pulpa navadne buče C. pepo 
vsebuje oksalate, ki v večjih količinah onemogočijo absorpcijo kalcija zaradi nastanka kelatov 
in ga tako naredijo nedostopnega. Vsebuje tudi nekaj alkaloidov in tanine. Tanini formirajo 
netopne komplekse s proteini ter tako zmanjšajo njihovo prebavljivost in vplivajo na absorpcijo 
železa (Adubofuor in sod., 2018). V bučni pogači pa so kot takšne sestavine navedene fenolne 
spojine, inhibitorji tripsina, oligosaharidi in inozitol fosfati, ki so inhibitorji biorazpoložljivosti 
mnogih kationov (Zdunczyk in sod., 1999). Bučna semena lahko povzročajo tudi alergijske 
reakcije (Patel in Rauf, 2017). 
Kukurbitacinov v bučnih semenih ni ali so redko, sintetizirajo se v kalečih semenih, v plodu pa 
se njihova koncentracija viša z zrelostjo (Patel in Rauf, 2017; Kaushik in sod., 2015). Izolacija 
kukurbitacinov je otežena, saj gre za polarne spojine, zato jih lahko izoliramo s topili kot sta 
metanol ali kloroform. V uporabi je tudi ekstrakcija z metanolom in čiščenje z mešanico vode. 
Kljub pozitivnim učinkom pa so kukurbitacini toksične spojine v koncentracijah že od 2 do 12 
mg/kg. Največje biološke aktivnosti so ravno blizu toksičnim dozam, zato so možnosti, da jih 
bomo uporabljali za uživanje, zelo omejene. Človek jih težko zaužije v večjih količinah, ker so 
izjemno grenki, vendar kljub temu prihaja do zastrupitev in gastrointestinalnih težav. 
Kukurbitacini C, D, E in I naj bi bili tudi smrtonosni, zato se jih moramo izogibati. V 
prihodnosti nameravajo toksičnost zmanjšati z uporabo kemijske modifikacije spojin (Kaushik 
in sod., 2015).  
2.2.1 Protibakterijska učinkovitost izvlečkov na po Gramu pozitivne bakterije 
Staphylococcus aureus je po Gramu pozitivna bakterija, ki postaja vse bolj resen človeški 
patogen in povzroča infekcije, kot so bakteriemija, močna pljučnica in vnetje kože. Na meticilin 
odporna bakterija S. aureus (MRSA) je vzrok večine primerov infekcij na svetu, pri katerih je 
mikroorganizem odporen na antibiotik. Študije so pokazale, da izvlečki E. elaterium vsebujejo 
frakcije kukurbitacinov, ki zavirajo rast stafilokokov. Kukurbitacini delujejo sinergistično z 
antibiotiki, kot sta tetraciklin in oksacilin, ki sta klasična ter široko uporabljena antibiotika. 
Mehanizem, ki prispeva k odpornosti bakterije na antibiotik, je posledica manjše akumulacije 
8 
Kikovič T. Protimikrobna učinkovitost izvlečkov rastlin Ecballium elaterium in Cucurbita pepo.  




antibiotika znotraj celice zaradi delovanja pretočnih črpalk na membrani. Pretočne črpalke so 
proteini, ki črpajo antibiotik iz celice nazaj v izvencelični medij. Bakterija S. aureus prav tako 
sprošča iz celice proteine, ki nase vežejo antibiotik penicilin, zato postane celica nanj odporna. 
Kukurbitacin B zavira delovanje pretočnih črpalk bakterije in oblikuje komplekse s proteini, ki 
nase vežejo penicilin ter jih tako onemogoči. Ker pa razsežnosti delovanja teh kukurbitacinov 
še niso dobro raziskane, jih je smiselno uporabiti hkrati z antibiotiki in s tem povečati 
učinkovitost delovanja antibiotikov. Kukurbitacin B je pokazal izjemno inhibicijo širjenja 
herpes virusa HSV-1, zato bo v prihodnosti lahko igral ključno vlogo pri razvoju 
protiherpetičnih zdravil (Hassan in sod., 2017). Adwan in sod. (2011) navajajo, da je po 
mikrodilucijski metodi minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) samega izvlečka na 
referenčni sev S. aureus ATCC 25923 in sedem drugih sevov znašala od 0,195 do 1,563 mg/ml, 
MIK samega penicilina pa od 0,195 do 100 U/ml (tudi več kot 100 U/ml pri sevu MRSA). 
Kombinacija penicilina in izvlečka je znižala MIK na manj kot 1,9 x 10-4 U/ml, kar kaže, da se 
učinkovitost ob skupni uporabi obeh poveča.  
Cucurbita moschata prihaja iz iste družine buč kot C. pepo. Etanolni ekstrakt te buče zavira 
rast bakterije S. aureus z MIK 2 mg/ml. Dokazano je bilo, da imajo proteini, izolirani iz 
surovega izvlečka semen buče, protimikrobno učinkovitost le na Gram pozitivne bakterije, kot 
je S. aureus in nimajo vpliva na Gram negativne bakterije. Pri metodi difuzije na diskih 
protimikrobno učinkovitost izražamo kot inhibicijsko cono izvlečka. Izvleček proteinov 
izoliranih iz semen buče je rast baterije S. aureus zaviral z inhibicijsko cono 10,0 mm. Hkrati 
imajo proteini iz izvlečka pulpe buče protimikrobno učinkovitost na Gram pozitivne in Gram 
negativne bakterije, izvleček proteinov iz lupine pa na nobene. Inhibicijska cona izvlečka iz 
pulpe je znašala 12,0 mm (Abd El-Aziz in Abd El-Kalek, 2011). V raziskavi z navadno bučo 
C. pepo je etanolni izvleček semen v koncentraciji 0,5 mg/ml zavrl rast bakterije S. aureus z 
inhibicijsko cono 7 mm. Z isto cono je delovala tudi koncentracija 1,0 mg/ml, koncentracija 
izvlečka 2 mg/ml pa je povzročila 9 mm cono. Kot standard pri metodi difuzije na diskih je bil 
pri tej raziskavi uporabljen streptomicin, ki je povzročil 11 mm široko cono na gojišču z 
bakterijo S. aureus (Chonoko in Rufai, 2011). Ratz-Łyko in Arct (2015) poročata, da je izvleček 
s koncentracijo 0,1 mg/ml zavrl rast seva bakterije S. aureus ATCC 29213 z inhibicijsko cono 
okoli 12,5 mm. Izvleček olja semen iz buče C. pepo je glede na raziskave z metodo 
mikrodilucije zaviral rast bakterije z MIK 1,28 mg/ml (Sener in sod., 2006). V etanolnem 
izvlečku najdemo saponine, flavonoide, alkaloide in steroide, z etanolom pa se ne ekstrahirajo 
tanini. V izvlečkih so pomembni alkaloidi in flavonoidi, ki se jih v medicini uporablja kot 
protimikrobna, protivnetna in antioksidativna sredstva, zato ne moremo določiti, katera 
komponenta v izvlečku ima največji vpliv (Abd El-Aziz in Abd El-Kalek, 2011). 
2.2.2 Protibakterijska učinkovitost izvlečkov na po Gramu negativne bakterije 
E. coli je bakterija, ki jo najdemo v človeškem prebavnem traktu, kjer ne povzroča težav. Hkrati 
so lahko nekateri patogeni sevi bakterije poglavitni razlog okužb znotraj in zunaj prebavnega 
trakta. Patogeni sevi E. coli zunaj prebavnega trakta povzročajo okužbe urinalnega trakta, 
meningitis, pljučnico, okužbe po operacijah, okužbe kože in bakteriemijo. Bakterija proizvaja 
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tudi dve vrsti bakteriocinov, in sicer kolicine in mikrocine (Budič in sod., 2011). V raziskavi z 
mikrodilucijsko metodo Abu-Hijleh in Adwan (2018) navajata, da sta koncentrirana in 
posušena etanolna izvlečka listov in plodu raztopila v 10% dimetil sulfoksidu ter raztopino s 
koncentracijo 200 mg/ml prenesla na mikrotitrsko ploščico. Preverjala sta protimikrobno 
učinkovitost ekstrakta na E. coli ATCC 25922 in klinični sev, kjer sta bila oba MIK tako plodu, 
kot tudi listov rastline, 25 mg/ml. Pri tem ni bilo vpliva dimetil sulfoksida kot topila. Ugotovitve 
kažejo, da ima izvleček E. elaterium tudi genotoksičen in mutageni potencial, kar pomeni, da v 
celici sproži poškodbe v genskem zapisu in mutacije v genih. Posledice so pripisali delovanju 
kukurbitacinov, ki predstavljajo kar 20–30 % soka plodu rastline. 
Celična stena Gram negativnih bakterij vsebuje lipopolisaharide, ki lahko preprečijo dostop 
bioaktivnih snovi kot so olja in proteini do membrane, zato so te bakterije bolj odporne. Pri 
metodi difuzije na diskih izvleček proteinov izoliranih iz semen buče C. moschata ni zaviral 
rasti bakterije E. coli, medtem ko je rast bakterije zaviral izvleček iz pulpe z inhibicijsko cono 
1,5 mm. Rezultat je precej nižji kot pri po Gramu pozitivni bakteriji S. aureus, kjer je 
inhibicijska cona istih proteinov pulpe znašala 12,0 mm (Abd El-Aziz in Abd El-Kalek, 2011). 
Celotni izvleček bučne pogače C. pepo je na sev bakterije E. coli ATCC 25922  deloval z 
inhibicijsko cono okoli 8,5 mm. Pri tem je bil ravno tako izvleček manj učinkovit na Gram 
negativno bakterijo v primerjavi z Gram pozitivno (Ratz-Łyko in Arct, 2015). Etanolni izvleček 
listov rastline C. pepo je zaviral rast bakterije E. coli z inhibicijsko cono 25,3 mm pri dodatku 
10 % izvlečka, 29,0 mm pri dodatku 15 % izvlečka in 32,0 mm pri dodatku 25 % koncentracije 
izvlečka listov (Mohammed in sod., 2018). Etanolni izvleček bučnega olja iz semen buče C. 
pepo je po mikrodilucijski metodi zaviral rast E. coli z MIK 0,64 mg/ml v primerjavi z 
ampicilinom, ki je zaviral bakterijo z MIK 0,02 mg/ml (Sener in sod., 2006). 
2.2.3 Protiglivna učinkovitost izvlečkov 
Nekateri obrambni proteini v rastlini kažejo protiglivno učinkovitost proti patogenim plesnim. 
Izločajo se iz celic ter so hkrati odporni na proteinaze. Proteini ošibijo celično steno plesni tako, 
da v njej porušijo hitin in pri tem povzročijo, da plesen postane osmotsko občutljiva. S tem 
preprečijo rast plesni ali sprožijo lizo spor. Termostabilen protein PR-1 je znan, da zavira rast 
nekaterih patogenih plesni, ki vključujejo Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Fusarium 
solani in Rhizoctonia solan. Za zaščito vrtnin in poljščin uporabljamo kemične pesticide, ki 
obvarujejo rastlino pred okužbo s plesnijo. Za njih vemo, da so pri dolgoročni uporabi škodljivi 
za zdravje ljudi in za okolje, zato znanstveniki iščejo bolj naravna sredstva za zatiranje plesni 
na poljščinah. Proteini iz družine Cucurbitaceae predstavljajo odličen potencialni vir naravnih 
pesticidov zaradi specifičnega in naravnega mehanizma za zatiranje patogenov. Zaradi 
sposobnosti zatiranja plesni, bi lahko ti proteini predstavljali naravne fungicide, ki hkrati niso 
toksični za ljudi in okolje. Plodovi in semena rastlin te družine pa so pri tem lahko dostopni in 
razširjeni po celem svetu  (Yadav in sod., 2013). 
Ocenjevanje protiglivne učinkovitosti izvlečka na nekatere seve plesni Fussarium, Pythium 
catenulatum in Penicillium z metodo difuzije na diskih je pokazalo, da se te plesni niso odzvale 
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na prisotnost izvlečka. Odsotnost protiglivne učinkovitosti surovega izvlečka se pripisuje 
prenizkim koncentracijam in sestavi izvlečka E. elaterium, zato so za inhibicijo plesni potrebne 
višje koncentracije. Prav tako rezultati povedo, da lahko izvleček rastline deluje na posreden 
način, tako da aktivna sestavina obstaja kot prekurzor, ki potrebuje aktivacijo s sedaj še 
neznanim mehanizmom (Felhi in sod., 2017a). Pri metodi mikrodilucije izvleček semen, pulpa 
in tekoči del plodu zavirajo rast plesni Aspergillus fumigatus z MIK 1,0 mg/ml, kar je najvišja 
testirana koncentracija v raziskavi. Pri tem so etanolne izvlečke koncentrirali in posušili, nato 
pa raztopili v dimetil sulfoksidu (Farahani in sod., 2016).  
Surovi izvleček proteinov semen buče C. moschata je z metodo difuzije na diskih zaviral rast 
plesni Aspergillus flavus z inhibicijsko cono 10,0 mm, izvleček lupine s cono 25,0 mm in 
izvleček pulpe z inhibicijsko cono 4,0 mm. Izvleček semen te buče na zaviranje rasti plesni A. 
niger ni deloval, medtem ko je izvleček lupine zaviral rast plesni z inhibicijsko cono 5,0 mm.  
Izvleček pulpe je rast plesni zaviral s cono 4,0 mm (Abd El-Aziz in Abd El-Kalek, 2011). S 
plesnijo A. flavus se je ukvarjala Radešić (2019), ki je v svojem raziskovalnem delu uporabila 
bučno pogačo kot nadomestek moke v kruhu. Potrdila je, da je 10 % dodatek pogače v kruhu iz 
bele pšenične moke zaustavljal rast plesni A. flavus po 6 dneh od inokulacije bistveno 
učinkoviteje kot kontrola brez dodatka bučne pogače 
Pri metodi difuzije na agarju je etanolni izvleček listov navadne buče pri koncentraciji 10 % 
zaviral rast plesni A. niger z inhibicijsko cono 21,3 mm. Pri koncentraciji 15 % je cona znašala 
25,0 mm, pri koncentraciji 25 % pa 28,3 mm (Mohammed in sod., 2018). Izvleček celih semen 
je po raziskavi Sood in sod. (2012) zaviral rast plesni A. niger z inhibicijsko cono 10,0 mm pri 
koncentraciji izvlečka 100 %. Tudi nižje koncentracije, do 25 %, so v tej raziskavi zavirale rast 
plesni.  
2.2.4 Vpliv topila na protimikrobno učinkovitost 
Na protimikrobno učinkovitost izvlečka E. elaterium vpliva tudi izbira topila pri ekstrakciji. 
Izvlečki ekstrahirani s polarnimi topili, kot so metanol, etanol in aceton, so na splošno pokazali 
višjo protimikrobno učinkovitost kot izvlečki ekstrahirani z nepolarnimi topili npr. eter/petrol 
ali kloroform. Prav tako na protimikrobno učinkovitost vpliva del rastline, ki ga uporabimo za 
ekstrakcijo. Pri mikrodilucijski metodi za etanolni in metalnolni izvleček plodu rastline E. 
elaterium pri bakteriji E. coli niso zaznali MIK, pri bakteriji S. aureus pa je MIK znašal okoli 
0,62 mg/ml pri uporabi obeh topil. Rast bakterije S. aureus je zaviral izvleček plodu z etil 
acetatom, in sicer pri MIK 0,15 mg/ml. Pri tem pa noben drugi izvleček z nepolarnim topilom 
ni zaviral rasti bakterije, vključno z destilirano vodo (Abbassi in sod., 2014). Dogruoz in sod. 
(2008) so ugotovili, da vodni izvleček rastline ne zavira rasti niti bakterije S. aureus niti E. coli. 
Chonoko in Rufai (2011) pa opažata, da pri izvlečku semen buče C. pepo uporaba različnih 
topil ni pokazala večjih razlik v inhibicijski coni. Prav tako kot etanolni je tudi metanolni 
izvleček zavrl rast po Gramu pozitivne bakterije S. aureus in po Gramu negativne Salmonella 
typhi s približno enakimi inhibicijskimi conami. Pri podrobnem pregledu sta opazila, da v 
metanolnem izvlečku bučnih semen niso prisotni flavonoidi, alkaloidi in steroidi, v primerjavi 
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z izvlečkom pripravljenim z etanolom. Te komponente pa so zelo pomembne za protimikrobno 
učinkovitost. 
Pri raziskavi vpliva uporabe različnih topil za pripravo izvlečkov so znanstveniki ugotovili, da 
etanolni in metanolni izvleček C. pepo ter izvleček pripravljen s topilom petrol eter niso zavirali 
rasti nobene bakterije, niti po Gramu pozitivne niti negativne. Vodni izvleček plodu je pokazal 
protibakterijsko učinkovitost proti bakterijama Escherichia coli in Pseudomonas aeruginosa, 
medtem ko je izvleček plodu v etil acetatu zaviral rast bakterij Bacillus subtilis in Klebsiella 
pneumoniae (El-Kamali in Mahjoub, 2009). V drugi raziskavi so z uporabo enake metode 
ugotovili, da je največji izkoristek ekstrakcije listov rastline C. pepo v vodi (3,8 %), sledi 
izvleček z etanolom z izkoristkom 3,2 %. Najmanjši izkoristek ekstrakcije pa imata izvlečka 
pripravljena s heksanom (2,4 %) in petrol etrom z 2,2 % izkoristkom. Izvleček listov s petrol 
etrom ni zavrl rasti niti ene bakterije. Ugotovili so, da se lahko z ekstrakcijo z ostalimi topili v 
izvlečku učinkovito ekstrahirajo protibakterijske snovi, ki zavirajo rast bakterij (Mohammed in 
sod., 2018). Čeprav metanolni in vodni izvleček vsebujeta približno enako količino 
ekstrahiranih fenolnih spojin, lahko manjšo protibakterijsko učinkovitost vodnega izvlečka 
pripišemo močnim van Der Waals-ovim interakcijam polarnih delov fenolov z vodo. Prav te 
polarne funkcionalne skupine fenolov pa naj bi bile vključene v protibakterijsko učinkovitost 
(Asif in sod., 2017). 
Izkazalo se je, da se največ fenolnih spojin ekstrahira v etanolu in acetonu. Največji izkoristek 
ekstrahiranih snovi v izvlečku je pri uporabi topila iz 50 % etanola in 50 % acetona. Izkoristek 
je največji ker se fenoli, flavonoidi in antioksidanti topijo v polarnem topilu, hkrati pa tudi delež 
vode nase veže vodotopne snovi. Nasprotno pa se vsebnost vseh fenolov, flavonoidov in 
antioksidantov niža z dodajanjem vode v topilo. Izvleček v vodi lahko vsebuje več nefenolnih 
snovi ali fenolov, ki nimajo aktivnih skupin v primerjavi s polarnimi topili. V tej raziskavi Do 
in sod. (2014) so bili izvlečki pripravljeni na enak način, in sicer z dodajanjem topila, mešanjem 
ter centrifugiranjem, kasneje pa so izvleček v vakuumu posušili z zmrzovanjem. 
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Laboratorijska oprema in naprave 
Poleg osnovnih pripomočkov v mikrobiološkem laboratoriju, kot so gorilnik, razkužilo, 
rokavice, vžigalnik, epruvete in stojala za epruvete, stojala za epice, bučke, žlice, vrečke za 
odpadke, avtoklavirni trak, čaše, petrijevke, plastične lončke, parafilm, večje posode za gojišča, 
plastične cepilne zanke ipd., smo uporabili tudi drugo opremo in pripomočke, ki so navedeni v 
preglednici 2.  
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Preglednica 2: Seznam naprav, uporabljenih pri laboratorijskem delu 
Naprava Proizvajalec 
Analitska tehtnica Sartorius analytica, Nemčija 
Avtoklav Semlab, Slovenija 
Brezprašna komora Iskra, Slovenija 
Epice  Sarstedt, Nemčija 
Hladilnik Indesit, Italija 
Inkubator za bakterije Kambič, Slovenija 
Inkubator za plesni Sutjeska, Srbija 
Pipete in nastavki Eppendorf, Nemčija 
Spektrofotometer Thermo Scientific, ZDA 
Termomikser za mikrotitrske plošče Eppendorf, Nemčija 
Ultrazvočna kopel Iskra, Slovenija 
Vorteksno mešalo Domel, Slovenija 
 
3.1.2 Mikrobiološka gojišča 
Gojišče TSB (Biolife, Italija) smo pripravili tako, da smo v 500 ml steklenico natehtali 9 g 
osnovnega medija, ga raztopili v 300 ml destilirane vode in avtoklavirali 15 minut na 121 °C in 
tlaku 1,1 bar. Gojišče smo do uporabe hranili v hladilniku. Za plesni pa smo uporabili gojišče 
MEB (Merck, Nemčija) brez dodatkov. Do uporabe za analizo smo gojišče hranili v hladilniku. 
3.1.3 Testirani izvlečki 
Pri eksperimentalnem laboratorijskem delu smo uporabili etanolna izvlečka rastlin E. elaterium 
in C. pepo. Izvlečka sta bila pripravljena tako, da smo posušeni in zmleti rastlinski material 
plodov rastline E. elaterium zmešali s 100 ml 96 % etanola ter segrevali eno uro na 100 °C. 
Zatehta je znašala 78,24 g. Pri rastlini C. pepo pa smo enako pripravili 60,31 g posušene in 
zmlete bučne pogače, ki smo jo pridobili iz tovarne Gea, d.d., kjer ta material nastaja kot 
stranski proizvod pri stiskanju bučnega olja iz semen navadne buče. Vsebino smo po ekstrakciji 
še filtrirali in v stekleni bučki posušili v evaporatorju ter hranili v hladilniku do uporabe.  
3.1.4 Mikroorganizmi 
Uporabili smo bakterije iz Zbirke laboratorija za živilsko mikrobiologijo Katedre za 
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. 
Uporabili smo po Gramu pozitivno bakterijo S. aureus (sev S. aureus ŽM 72) in po Gramu 
negativno bakterijo E. coli (sev E. coli ŽM 370). Prav tako smo iz iste zbirke mikroorganizmov 
uporabili plesni, in sicer vrsti Aspergillus flavus in A. niger. 
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3.2.1 Priprava delovne kulture bakterij 
Obe kulturi sta bili shranjeni na –80 °C v krioepruvetah z glicerolom. Sledila je revitalizacija 
24 ur na 37 °C na trdnem gojišču TSA. Prekonočno kulturo smo pripravili tako, da smo v 4 ml 
pripravljenega tekočega gojišča TSB ob plamenu s cepilno zanko prenesli kolonijo bakterije ter 
vsebino epruvete premešali na vrtinčnem mešalu. Obe kulturi smo postavili na stresalnik s 180 
obrati/min v inkubatorju na 37 °C za 24 ur. Namnoženima kulturama smo izmerili optično 
gostoto (OD600) na spektrofotometru in ju redčili do delovnih kultur, ki sta vsebovali okoli 10
5 
cfu/ml (OD600 ≈ 0,1) (preglednica 3). 
Delovnima kulturama smo preverili dejansko število celic s štetjem zraslih kolonij na ploščah 
(preglednica 4). Obe kulturi mikroorganizmov smo razredčili do razredčitve 10-5 in po 10 µl 
prenesli na gojišče TSA v petrijevki v obliki treh kapljic vsake razredčitve. Kapljice smo 
posušili v laminarju in nato plošči obeh kultur postavili v inkubator na 37 °C za 24 ur. 
Preglednica 3: Meritve končne optične gostote kulture 
Zaporedni poskus OD600 za Staphylococcus aureus OD600 za Escherichia coli 
Prvi poskus 0,112 0,125 
Drugi poskus 0,096 0,093 
Tretji poskus 0,113 0,123 
Četrti/peti poskus 0,111 0,116 
 
Preglednica 4: Odčitek dejanskega števila celic 
Zaporedni poskus Dejansko št. celic (cfu/ml)  
Staphylococcus aureus 
Dejansko št. celic (cfu/ml)  
Escherichia coli 
Prvi poskus 1,9 x 105 1,1 x 106 
Drugi poskus 0,07 x 105 0,8 x 106 
Tretji poskus 0,5 x 105 0,5 x 106 
Četrti/peti poskus 0,18 x 105 0,33 x 106 
 
3.2.2 Priprava delovne raztopine izvlečkov 
Založni raztopini izvlečkov smo pripravili tako, da smo natehtali pripravljeni izvleček in ga 
raztopili v 1 ml 96 % etanola. Vsebino smo premešali na vrtinčnem mešalu. Izvleček oljne 
pogače (C. pepo) smo morali postaviti še v ultrazvočno kopel za 10 min, saj vsebina le po  
mešanju ni bila homogena, temveč še vedno oljasta. V prvem poskusu sta bili koncentraciji 
založne raztopine obeh izvlečkov 20 mg/ml, nato pa smo koncentracijo v drugem poskusu 
povečali na 100 mg/ml, v nadaljnjih poskusih pa na 150 mg/ml. Delovni raztopini smo pripravili 
tako, da smo s pipeto sterilno odmerili založno raztopino v gojišče TSB (preglednica 5). V 
prvem poskusu je bila delovna raztopina obeh izvlečkov 4 mg/ml, kasneje pa smo po pregledu 
rezultatov prvega poskusa koncentracijo izvlečka E. elaterium znižali na 3 mg/ml, izvlečka C. 
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pepo pa povišali na 20 mg/ml. V tretjem in četrtem poskusu je koncentracija raztopine E. 
elaterium znašala 6 mg/ml, koncentracija raztopine C. pepo pa 40 mg/ml. V petem poskusu sta 
koncentraciji znašali 7 mg/ml za E. elaterium in 50 mg/ml za izvleček C. pepo. 
Preglednica 5: Volumen odmerjenih snovi za pripravo delovne raztopine izvlečka 
Zaporedni poskus in 
koncentracija založne 
raztopine 
E. elaterium C. pepo 
Založna 
raztopina (µl) 
TSB (µl) Založna 
raztopina (µl) 
TSB (µl) 
Prvi poskus (20 mg/ml) 200 800 200 800 
Drugi poskus (100 mg/ml) 30 970 70 280 
Tretji poskus (150 mg/ml) 40 960 267 733 
Četrti poskus (150 mg/ml) 40 960 267 733 
Peti poskus (150 mg/ml) 47 953 333 667 
 
3.2.3 Priprava delovne raztopine 96 % etanola 
Da smo izključili vpliv topila na zaviranje rasti mikroorganizmov, smo pripravili delovno 
raztopino topila z isto koncentracijo kot v delovnih raztopinah izvlečkov, in sicer 4 mg/ml. To 
smo storili tako, da smo v epico s pipeto odmerili 40 µl 96 % etanola in 960 µl gojišča TSB. V 
drugem poskusu pa smo želeli preprečiti vpliv kontaminacije in napake v koncentraciji že 
pripravljenega etanola, zato smo sami pripravili 96 % etanol iz absolutnega etanola in sterilne 
destilirane vode. V drugem poskusu je bila koncentracija delovne raztopine izvlečka C. pepo 
20 mg/ml, zato smo preverili vpliv etanola iste koncentracije. To smo storili tako, da smo 
odmerili 200 µl pripravljenega 96 % etanola in 800 µl gojišča TSB. V tretjem in četrtem 
poskusu smo odmerili enako količino etanola kot je bilo založne raztopine C. pepo, in sicer 267 
µl oziroma 333 µl v zadnjem poskusu.  
3.2.4 Priprava mikrotitrske ploščice 
V mikrotitrsko ploščico smo v vrstico A in stolpce 1, 2, 5 in 6 prenesli 100 µl delovne raztopine 
izvlečka E. elaterium tako, da sta stolpca predstavljala paralelki. Enako količino delovne 
raztopine izvlečka C. pepo smo vstavili v vrstico A in stolpce 3, 4, 7 in 8. V isto vrstico in 
stolpca 9 in 10 smo prenesli delovno raztopino topila. V vse ostale vrstice smo dodali 50 µl 
gojišča TSB, razen v zadnjih dveh stolpcih (11 in 12), saj sta služila kot kontrola. Sledilo je 
razredčevanje s prenašanjem 50 µl vsebine po stolpcu. Vsakemu izmed prostorov smo dodali 
še 50 µl kulture v naslednjem vrstnem redu: prvi štirje stolpci in stolpec 9 so vsebovali delovno 
kulturo S. aureus, stolpci od 5 do 8 in stolpec 10 pa kulturo E. coli.  
V vrstici A zadnjih dveh stolpcev je bila negativna kontrola (K-) izvlečka E. elaterium, v vrstici 
B pa izvlečka C. pepo. Vrstica C je vsebovala pozitivno kontrolo (K+) kulture S. aureus, D pa 
pozitivno kontrolo kulture E. coli. Negativna kontrola je vsebovala 50 µl gojišča TSB in 50 µl 
protimikrobnega sredstva, pozitivna kontrola pa prav tako 50 µl gojišča TSB in 50 µl delovne 
kulture. V vrstici E in zadnjih dveh stolpcih je bila kontrola gojišča (B) in je vsebovala 100 µl 
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gojišča TSB. Načrt mikrotitrske ploščice je slikovno predstavljen v sliki 4 in je ostal enak v 
vseh poskusih.  
Mikrotitrsko ploščico smo postavili na stresalnik, in sicer na 650 rpm in 1 minuto na sobni 
temperaturi (25 °C). Sledila je inkubacija na 37 °C za 24 ur. Nato je sledil dodatek reagenta 
INT (Iodonitrotetrazolium chloride, I8377-5G, Sigma-Aldrich, Nemčija), ki se ob rasti celic 
obarva rdeče, in sicer 20 µl v vsak prostor ploščice. Mikrotitrsko ploščo smo zopet postavili na 
stresalnik na 650 rpm, za 1 minuto na sobni temperaturi in nato v inkubator na 37 °C za eno uro 
ter odčitali rezultate. V prvem poskusu smo prve 4 paralelke (A – D) vseh stolpcev bakterije S. 
aureus nacepili na trdno gojišče TSA, pri bakteriji E. coli pa le prva dva stolpca. Nacepili smo 
še obe negativni kontroli. Pri zadnjih dveh poskusih smo nacepili prve 4 paralelke vseh stolpcev 
obeh bakterij. 
 
Slika 4: Prikaz načrta za pripravo mikrotitrske ploščice s sevi bakterij S. aureus in E. coli 
Legenda: K+ (pozitivna kontrola), K- (negativna kontrola), B (kontrola gojišča) 
3.2.5 Priprava delovne kulture plesni 
Spore obeh plesni A. flavus in A. niger so bile raztopljene v epicah s fiziološko raztopino. 
Celotno vsebino epice (1 ml) smo s pipeto sterilno prenesli v 9 ml gojišča MEB. Vsebino smo 
dobro premešali na vrtinčnem mešalu.  
3.2.6 Priprava založne raztopine izvlečka 
Založno raztopino obeh izvlečkov s koncentracijo 150 mg/ml smo pripravili tako, da smo 150 
mg izvlečka raztopili v 1 ml 96 % etanola. Izvleček E. elaterium se je topil v etanolu, izvleček 
C. pepo pa smo obdelali v ultrazvočni kopeli dvakrat po 10 minut, ker je bila raztopina oljnata 
in se je posedala na dno, zato je bilo potrebno večkratno mešanje na vorteksnem mešalu.  
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3.2.7 Priprava mikrotitrske ploščice 
V mikrotitrsko ploščico smo v vrstico A in stolpce 1, 2, 5 in 6 prenesli 100 µl založne raztopine 
izvlečka E. elaterium tako, da sta stolpca predstavljala paralelki. Enako količino založne 
raztopine izvlečka C. pepo smo vstavili v vrstico A in stolpce 3, 4, 7 in 8. V prvo vrstico smo 
prenesli kar založno raztopino s koncentracijo 150 mg/ml. V isto vrstico in stolpca 9 in 10 smo 
prenesli topilo –  nerazredčen etanol. V vse ostale prostore smo dodali 50 µl gojišča MEB in 
redčili protimikrobno sredstvo tako, da smo navzdol po stolpcu prenašali 50 µl vsebine. 
Vsakemu izmed prostorov smo dodali še 50 µl kulture plesni v naslednjem vrstnem redu: prvi 
štirje stolpci in stolpec 9 z etanolom so vsebovali delovno kulturo A. niger, stolpci od 5 do 8 in 
stolpec 10 pa kulturo A. flavus. V vrstici A zadnjih dveh stolpcev je bila negativna kontrola 
izvlečka E. elaterium, v vrstici B pa izvlečka C. pepo. Vrstica C je vsebovala pozitivno kontrolo 
plesni A. niger, D pa pozitivno kontrolo plesni A. flavus. Negativna kontrola je vsebovala 50 µl 
gojišča MEB in 50 µl protimikrobnega sredstva, pozitivna kontrola pa 50 µl gojišča MEB in 50 
µl kulture. V vrstici E in zadnjih dveh stolpcih je bila kontrola gojišča in je vsebovala 100 µl 
gojišča MEB.  
Mikrotitrsko ploščico smo postavili na stresalnik na 650 rpm, 1 minuto na sobni temperaturi in 
nato v inkubator na 24 °C. Vsak dan smo vizualno opazovali rast plesni v prostorih mikrotitrske 
ploščice. Slikovni načrt mikrotitrske ploščice je predstavljen v sliki 5. 
 
Slika 5: Prikaz načrta priprave mikrotitrske ploščice s sevi plesni A. niger in A. flavus  
Legenda: K+ (pozitivna kontrola), K- (negativna kontrola), B (kontrola gojišča) 
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4.1 REZULTATI PROTIMIKROBNE UČINKOVITOSTI NA BAKTERIJE 
Mikrodilucijsko metodo smo ponovili v petih poskusih. Minimalna inhibitorna koncentracija 
(MIK) je tista koncentracija, kjer je rast mikroorganizma zavrta zaradi vpliva protimikrobnega 
sredstva. Izvleček rastline E. elaterium je v prvem poskusu zavrl rast bakterije S. aureus pri 
MIK 0,5 mg/ml, MIK bakterije E. coli pa je znašal 1 mg/ml. Rezultate za obe bakteriji smo 
pridobili s pomočjo nacepljanja bakterij iz mikrotitrske ploščice na ploščo z agarjem. Pri 
etanolnem izvlečku bučne pogače v prvem poskusu nismo določili MIK, saj nismo zaznali 
zaviranja rasti obeh bakterij pri delovni koncentraciji 4 mg/ml. Rezultati prvega poskusa so na 
sliki 6. V drugem poskusu smo želeli določiti natančnejšo MIK vrednost izvlečka E. elaterium 
in povišati koncentracijo izvlečka pogače, da določimo MIK. Zaradi prenizke koncentracije 
bakterije S. aureus v drugem poskusu je bila zaznana minimalna inhibitorna koncentracija za 
izvleček E. elaterium prav tako zelo nizka, in sicer 23 µg/ml, vendar tega rezultata nismo 
upoštevali. Prav tako pa je bil MIK izvlečka bučne pogače C. pepo na S. aureus 5 mg/ml. V 
drugem poskusu smo zaključili, da je MIK izvlečka E. elaterium na E. coli več kot 1,5 mg/ml, 
MIK C. pepo na isto bakterijo pa več kot 10 mg/ml (slika 7). Pri drugem poskusu sta bili 
negativni kontroli brez rasti, pri pozitivni kontroli pa je imel stafilokok manjšo rast zaradi nižje 
koncentracije. Na obe bakteriji etanol koncentracije 10 mg/ml ni imel vpliva. Zaradi nizke 
koncentracije bakterije S. aureus in neopazne minimalne inhibitorne koncentracije pri bakteriji 
E.coli v drugem poskusu nismo nacepljali rezultatov na trdno gojišče.  
V tretjem poskusu je prišlo do kontaminacije mikrotitrske ploščice, najverjetneje zaradi 
prevelike hitrosti mešanja ploščice, kar je povzročilo, da je vsebina sredinskih prostorov prešla 
na pokrov in v ostale prostore ploščice. To je bilo opazno tudi na negativnih kontrolah, saj je 
bil pri vsaki kontroli obarvan le en prostor. Dobili smo rezultat, da je MIK E. elaterium na S. 
aureus 0,75 mg/ml, za C. pepo pa več kot 20 mg/ml, vendar so rezultati vprašljivi zaradi 
kontaminacije, zato jih nismo upoštevali. MIK za bakterijo E. coli so prav tako vprašljivi zaradi 
kontaminacije in znašajo več kot 3 mg/ml za E. elaterium in več kot 20 mg/ml za izvleček C. 
pepo, zato tudi teh rezultatov nismo upoštevali. Prav tako rezultatov te ploščice nismo nacepljali 
na trdno gojišče. Četrti poskus je bil ponovitev tretjega poskusa, le da smo hitrost mešanja 
ploščice znižali na 500 rpm, da bi preprečili ponovno kontaminacijo. Pri petem poskusu pa smo 
povišali koncentraciji izvlečkov. Izvleček E. elaterium je S. aureus zavrl z MIK 1,5 mg/ml oz. 
1,75 mg/ml v petem poskusu. Pri zadnjih dveh poskusih je rast stafilokoka zaustavila že najvišja 
koncentracija etanola, zato prvih prostorov nismo upoštevali in smo zaključili, da je MIK C. 
pepo na S. aureus več kot 10 mg/ml oz. več kot 12,5 mg/ml pri petem poskusu. MIK za E. coli 
ni bil razviden, zato smo upoštevali, da je MIK E. elaterium na E. coli več kot 3 mg/ml v četrtem 
in več kot 3,5 mg/ml v petem poskusu ter MIK C. pepo več kot 20 mg/ml oz. več kot 25 mg/ml 
v zadnjem poskusu. Etanol v zadnjih dveh poskusih je vplival le na bakterijo S. aureus v najvišji 
koncentraciji, pozitivne in negativne kontrole pa so bile brez napak. Rezultati minimalnih 
inhibitornih koncentracij za obe bakteriji so podani v preglednici 6. 
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Preglednica 6: Rezultati minimalnih inhibitornih koncentracij za bakterije 
Vrsta izvlečka MIK za bakterijo 
Staphylococcus aureus 
MIK za bakterijo Escherichia 
coli 
Ecbalium elaterium 1,5–1,75 mg/ml >3,5 mg/ml 
Cucurbita pepo >20 mg/ml >25 mg/ml 
 
 
Slika 6: Določanje MIK prvega vzorca izvlečkov na seva bakterij S. aureus in E. coli  
 
Slika 7: Določanje MIK drugega vzorca izvlečkov na seva bakterij S. aureus in E. coli 
4.2 REZULTATI PROTIMIKROBNE UČINKOVITOSTI NA PLESNI 
Za določanje protimikrobne učinkovitosti obeh ekstraktov na rast plesni smo ravno tako 
uporabili mikrodilucijsko metodo. Rezultati so se pokazali šele po osmih dneh inkubacije zaradi 
daljše dobe rasti plesni v primerjavi z bakterijami. Izvleček E. elaterium je zavrl rast plesni A. 
niger pri koncentraciji okoli 37,5–75 mg/ml, medtem ko MIK izvlečka C. pepo nismo določili 
oziroma je bil MIK za ta izvleček več kot 75 mg/ml. Pri plesni A. flavus pa je bil etanolni 
izvleček E. elaterium bolj učinkovit, in sicer z MIK 4,6–9,4 mg/ml, MIK izvlečka C. pepo pa 
je bil več kot 75 mg/ml. Rezultati minimalnih inhibitornih koncentracij za obe plesni so 
navedeni v preglednici 7. Interval rezultatov pri izvlečku E. elaterium je velik, ker smo izvedli 
le en poskus in so bile koncentracije visoke. Pri kontroli z etanolom se je povsod pojavila rast 
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plesni, torej etanol v uporabljeni koncentraciji ni zaviral rasti. Prav tako pa ni bilo opazne rasti 
pri negativni kontroli ali kontroli gojišča, pri pozitivni kontroli pa je bila rast prisotna. Pri zelo 
nizkih koncentracijah obeh izvlečkov se je rast pojavila že po nekaj dneh pred pozitivno 
kontrolo.  
Preglednica 7: Rezultati minimalnih inhibitornih koncentracij za plesni 
Vrsta izvlečka MIK za plesen Aspergillus niger MIK za plesen Aspergillus flavus 
Ecbalium elaterium 37,5–75 mg/ml 4,6–9,4 mg/ml 
Cucurbita pepo >75 mg/ml >75 mg/ml 
5 RAZPRAVA 
Rastlinski izvlečki predstavljajo vir protimikrobnih sredstev. Ker so cenovno ugodni in ne 
povzročajo rezistence, so vse bolj uporabljeni na mnogih področjih (Upadhyay in sod., 2016). 
Družini Cucurbitaceae so skupni tetraciklični terpenoidi kukurbitacini, ki vsebujejo širok 
spekter aktivnosti, med drugim tudi protimikrobno učinkovitost (Bourebaba in sod., 2018), 
vendar pa niso edina protimikrobna komponenta teh rastlin. Pomembno vlogo imajo tudi 
fenolne spojine, kot so alkaloidi, saponini in steroidi. Alkaloidi in flavonoidi pa so že znani na 
področju medicine zaradi svoje protimikrobne, protivnetne in antioksidativne učinkovitosti 
(Chonoko in Rufai, 2011). Zato smo se v diplomski nalogi osredotočili na celotne etanolne 
izvlečke plodu dveh rastlin iz družine Cucurbitaceae in ne na posamezne komponente izvlečka. 
Zanimalo nas je, če lahko izvlečka posušene in zmlete bučne pogače iz semen rastline C. pepo 
ter plodovi rastline E. elaterium zavirata po Gramu pozitivne bakterije, po Gramu negativne 
bakterije ter mikotoksigene plesni. Protimikrobno učinkovitost obeh etanolnih izvlečkov smo 
analizirali z mikrodilucijsko metodo, kjer začetno koncentracijo izvlečka postopoma 
razredčujemo in odčitamo minimalno inhibitorno koncentracijo na mikrotitrski ploščici. 
Uporabili smo po Gramu pozitivno bakterijo S. aureus ter po Gramu negativno bakterijo E. coli 
in plesni A. flavus ter A. niger.  
Adwan in sod. (2011) navajajo, da je minimalna inhibitorna koncentracija izvlečka E. elaterium 
na rast bakterije S. aureus ATCC 25923 in sedem drugih sevov znašala od 0,195 do 1,563 
mg/ml. V naši raziskavi pa smo določili vrednosti MIK za to bakterijo od 1,5 do 1,75 mg/ml. 
Rezultati obeh raziskav se skladajo. Adwan s sod. (2011) so opazili še, da se v kombinaciji 
izvlečka s standardnim antibiotikom protimikrobna učinkovitost antibiotika še poveča, česar pa 
mi v naši raziskavi nismo preverjali. Po podatkih Bourebaba in sod. (2018) bi na uspešnost 
protimikrobnega delovanja lahko vplivali tudi pogoji rasti in skladiščenja rastline, ki jih mi 
nismo predhodno upoštevali. Rezultati bi bili lahko tudi drugačni, če bi za ekstrakcijo uporabili 
drugačno topilo. Zaradi zgradbe celične stene po Gramu negativnih bakterij so te bolj odporne 
na protimikrobna sredstva (Abd El-Aziz in Abd El-Kalek, 2011), zato smo pričakovali, da bodo 
MIK za bakterijo E. coli višji kot za S. aureus. Abu-Hijleh in Adwan (2018) navajata, da je 
etanolni izvleček plodu E. elaterium zaviral rast bakterije E. coli z MIK 25 mg/ml. To je skladno 
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z našo raziskavo, kjer  smo določili, da je MIK več kot 3,5 mg/ml. Višjih koncentracij nismo 
preverjali, čeprav bi bilo to za po Gramu negativne bakterije potrebno.   
Bučna pogača je suhi ostanek bučnih semen po stiskanju bučnega olja (Peričin in sod., 2009). 
Patel in Rauf (2017) ugotavljata, da kukurbitacinov v semenih buč ni oz. so v zelo majhnih 
koncentracijah, zato sklepamo, da protimikrobno aktivnost bučni pogači določajo le fenolne 
spojine. Mnoge raziskave z izvlečki različnih delov buče so opravljene z metodo difuzije v 
agarju, zato rezultate teh raziskav težko primerjamo z našimi. Rezultati metode z difuzijo v 
agarju so podani kot velikost inhibicijske cone, ki jo povzroči izvleček (podani v milimetrih), 
naši rezultati pa so podani kot vrednosti MIK, ki zavrejo rast mikroorganizma. V raziskavi 
Sener in sod. (2006) poročajo, da olje iz semen C. pepo zavira rast bakterije S. aureus z MIK 
1,28 mg/ml, kar pa za nas ni uporaben podatek saj je bučni pogači olje odstranjeno. Izvlečki 
semen pri metodi difuzije na agarju zavirajo rast bakterije S. aureus z inhibicijsko cono od 7,0 
do 10,0 mm (Abd El-Aziz in Abd El-Kalek, 2011; Chonoko in Rufai, 2011). Pri po Gramu 
negativni bakteriji E. coli smo prav tako pričakovali višjo MIK zaradi zunanje zgradbe 
bakterije, a Abd El-Aziz in Abd El-Kalek (2011) navajata, da izvleček semen buče C. moschata 
sploh ni zaviral rasti te bakterije, Ratz-Łyko in Arct (2015) pa, da je izvleček bučne pogače C. 
pepo zaviral rast E. coli z inhibicijsko cono 8,5 mm pri metodi difuzije na diskih. Ta podatek 
težko primerjamo z našimi ugotovitvami zaradi uporabe druge metode. Na rezultat lahko 
vplivajo pogoji rasti in shranjevanja rastline, iz katere pridobivamo izvleček. Analizirana 
pogača je bila eno leto shranjena v zamrzovalniku. Čeprav se vrednost bioaktivnih spojin s 
časom zmanjšuje, proces lahko upočasnimo z zamrzovanjem (Tripathi in sod., 2016).  
Po rezultatih raziskave Farahani in sod. (2016) vsi deli plodu E. elaterium zavirajo A. fumigatus 
z MIK 1,0 mg/ml, po Felhi in sod. (2017A) pa, da rastlina nima protiglivne aktivnosti. Naši 
rezultati so veliko višji glede na raziskavo Farahani in sod. (2016), in sicer znašajo 37,5–75 
mg/ml za A. niger ter 4,6–9,4 mg/ml za A. flavus, pri tem pa sta obsega minimalnih inhibitornih 
koncentracij preširoka zaradi le ene ponovitve poskusa. Prav tako pa so MIK za A. flavus precej 
nižje kot pri plesni A. niger. Abd El-Aziz in Abd El-Kalek (2011) opažata, da je surovi izvleček 
proteinov semen buče C. moschata zaviral rast plesni Aspergillus flavus z inhibicijsko cono 
10,0 mm, na A. niger pa ni deloval, kar lahko primerjamo z našimi rezultati in razliko v 
minimalnih koncentracijah. Izkazalo se je, da je A. niger bolj odporna. Po podatkih Radešić 
(2019) je nadomestek moke z bučno pogačo v kruhu zaviral plesen vrste A. flavus. Naše 
rezultate težko primerjamo z raziskavami zaradi drugačnih metod, poleg tega tudi nismo dobili 
točne vrednosti MIK. Koncentracije izvlečka nismo mogli povišati zaradi slabega topljenja 
izvlečka v etanolu in prevelikega vpliva etanola na plesni. Poskus smo ponovili le enkrat, zato 
bi bili rezultati lahko natančnejši in bolj verodostojni ob večkratnih ponovitvah. 
Raziskavo bi bilo smiselno ponoviti tudi z izvlečki drugih delov rastlin, prav tako pa bi morali 
rastline vzgojiti v čim bolj kontroliranih pogojih. Po podatkih Bourebaba in sod. (2018) namreč 
na kakovost rastlinskega izvlečka vplivajo gnojenje, vlaga, sevanje, veter, temperatura, starost 
rastline in čas obiranja rastline, po podatkih Abassi in sod. (2014) pa osvetlitev rastline vpliva 
na vsebnost polifenolov. Pri uporabi E. elaterium je potrebna pazljivost, saj so po podatkih 
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Adwan in sod. (2011) nekateri deli rastline toksični. Pri rastlini C. pepo pa bi bilo smiselno 
preveriti ostale dele plodu, na primer celotno seme, bučno olje ali pulpo, saj so vsi užitni. Vsak 
od omenjenih rastlinskih materialov pa ima svojo kemijsko sestavo, ki se drugače obnaša pri 
ekstrakciji z različnimi topili, kar vpliva na sestavo in aktivnost pridobljenih izvlečkov. To 
odpira številne možnosti raziskav na tem področju v prihodnosti. 
6 SKLEPI 
Etanolni izvleček rastline E. elaterium zavira rast po Gramu pozitivne bakterije S. aureus pri 
MIK 1,5–1,75 mg/ml in po Gramu negativne bakterije E. coli pri MIK 4,6–9,4 mg/ml. Prav 
tako izvleček plodu zavira dve mikotoksigeni plesni A. niger in A. flavus pri MIK 37,5–75 
mg/ml oz. 4,6–9,4 mg/ml. S tem smo potrdili hipotezo H1. 
Etanolni izvleček posušene in zmlete bučne pogače C. pepo kot preostanka po stiskanju 
bučnega olja ne zavira po Gramu pozitivne bakterije S. aureus, po Gramu negativne bakterije 
E. coli ter dveh mikotoksigenih plesni A. flavus in A. niger. Hipotezo H2 smo ovrgli.  
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